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今 井 哲 也
癌細胞 の イ ン テ グリ ン を 介す る細胞外基質 へ の 接着 と , 引き続 い て 起 こ る癌細胞 の 遁走 は癌浸潤 の 重要な ス テ ッ プと し
て知 られ て い る . 本研究は αⅤβ5 イン テ グリ ン を 介 して ビト ロ ネ ク チ ン と接着する 口腔扁平上皮癌由来 O S じ19細胞株に 注目
して , 捷 軌 道建 , な らび に 遊走 に か か わ る細胞内活性化機構 を検討 した ･ 遁走ア ッ セ イ に は ビ ト ロ ネ ク チ ソ を被覆 した ト ラ
ン ス ウ ニ ル を 用 い た . OS C-19細胞は ビ ト ロ ネ ク チ ン 上 で 接着 はす るが 遊走 を示 さず , ホ ル ポ
ー ル ミ リ ス テ ー ト ア セ テ ー ト
(phorbo1 12- myristate 13-aC etate, P M A) と各種成長因子の うち 上皮成長因子 (epider m algr o wth fa ctor･ E G F)の 刺激 に よ り濃
度依存性 に 遁走 が惹起 された . チ ロ シ ソ キナ
ー ゼ 阻害剤の タ ー ホ ス テ ン 9 (tyrpho stin 9)と ゲ ニ ス テ ィ ン (ge nistein)で 予め細
胞を処理 して おく と , E G F誘導性細胞遊走は抑制 され , P M A誘導性細胞遁走 ほ影響 を受けな か っ た ･ 抗 リ ソ 酸化テ
ロ シ ソ 抗
体を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ トで ほ ▲ E G F処理細胞で ほ 未処理 の 細胞に は なか っ た 170k Da の
バ ン ドが 一 本認め られ た ■ こ の 蛋白
質 は抗 E G F受容体抗体を 用 い た 免疫沈降法で検出 され た 170k Da の バ ン ドと分子量が同
一 で あり , E G F受容体の 自己 リ ン 酸
化蛋白質 と考え られ た . 他 の チ ロ シ ソ リ ソ 酸化 を受け る蛋白質 の バ ン ドほ こ の 方法 で ほ検出できなか っ た ･ E G F処理 後直ち に
プ ロ ティ ソ キ ナ ー ゼ C (pr otein kin a seC,P K C)の 活性を測定する と , P M A処理 した と同程度 の 約30%の 活性増加 が認 め られ
た . 同時に , 特 異的 P K C阻害剤である カ ル ホ ス チ ソ C (c alpho stin C)ほ P M A誘導性細胞遁走を抑制する と 共に E G F誘導
性細胞遊走を抑制 し , E G F受容体の シ グナ ル は PK Cを 経由す る と考 え られ た ･ E G F誘導性細胞遁走効果の 経時的変化 を検
討 した と こ ろ , 遁走開始 まで に 4時間を要する こ と , 24時間前 に 1時間の E G F処理 を行 っ て おく と即座 に 遁走を開始する こ
と が 判明した . 次 に 蛋白合成阻害剤である シ ク ロ へ キ シ ミ ド(cyclohe ximide) を投与 した と こ ろ , 濃度依存性 に E G F誘導性細
胞遊走 が阻害 され た . した が っ て , こ の 細胞遁走 に ほ 遁走関連蛋白質が新た に 合成 され て い る こ と が 明らか と な っ た ･ P M A･
E G Fを投与 した 細胞 の ビ ト ロ ネ ク チ ン へ の 接着能 ほ未処理 の 細胞 の 接着能 と変わ らな か っ た の で , αⅤβ5 イン テ グ リ ン 自身が
過剰発現 して い るの で は なか っ た . これ らの 結果か ら E G F誘導性 の a vβ5 を 介 した 細胞遊走 は , E GF が結合 して 活性化 した
E G F受容体に よ っ て まず 自己リ ン 酸化が起 こ り , そ の シ グ ナ ル は P K Cを経由 して核内に 達 し, 転写 ∴翻訳に よ る新 た な蛋白
合成を必要とす る とい う こ と が 明 らか とな っ た . また , 非特異的 P K C阻害剤の ス タ ウ ロ ス ポ リ ン (sta u ro sporin e)を 用 い る と
PMA 誘導性細胞遊走効果を抑制 しな い ばか りか E G Fで は逆 に 細胞遊走効果が増強 され た の で , 遁走 に は P K C を介する以
外の 伝達経路が存在す る こ と が 示 唆され た .
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イ ン テ グリ ン は α 鎖, β鎖 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら形成 さ れ る 異
種 二 量体の 細胞表面に 発現す る糖蛋白質群 で , ラ ミ ニ ン , コ
ラ ー ゲ ン , フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン , ビ ト ロ ネ ク チ ン な ど細胞外基質
蛋白質に 対す る主 要な 受容体である . イ ン テ グ リ ン は 細胞を 蛋
白質に 接着 させ る の み でな く , 接着後 に 種 々 の シ グナ ル を 細胸




α 鎖と β鎖 の 組 み 合わ せ に よ りイ ン チ グ リ ン ほ 今 ま で
に少 なくと も20種摂ある こ と が知 られ て お り
l)
, そ れ ぞれ異な
る蛋白質に接着 し, また 異な る細胞 に 発現する な ど, 異 な る機
能を有 して い るの み な らず , 重複 して働く特徴を 示 して い る ･
悪性 腫瘍 に お い て は ある種の イ ン テ グ リ ン の 発現量や , 細胞表
面に お ける分布 に変化が生 じる こ と 等か ら, 細胞の 癌化や 腫瘍
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A bbr eviatio n s :B S A, bo vin e ser u m albu min; C P,
性 と深く関係 して い る と い われ て い る
2)
. 痛浸 潤 に は 癌細胞表
面 の イ ン テ グ リ ン に よ る細胞外基質 へ の 接着後 , 遊走と 細胞外
基質蛋白質分解酵素の 分泌と い う 二 つ の 現象が 起 こ る こ と が必
要で あり3-, 遊走 と い う現象に ほ また イ ン テ グ リ ン に よ る 接着
が必 要不 可 欠 で ある . しか し , 細胞 接着は遁走 に 必 要因 子 で は
ある が 十分因子 で は な く , 接着以外の 国子が しば しば必要と な
る . 細胞遊走を惹起する因子と して ほ上 皮成長因子 (epider m al
gro wthfa ctor, E G F), 血 小板由来成長 因子 (platelet deriv ed
gro wth factor, P D G F), イ ン ス リ ン 様成長因子-1(in s ulin-1ike
gro wth fa ctor, I G F-1), 肝 細胞成長 因子 (hepato cyte gro wth
fa ctor/s c atter fa ctor, H G F/S F), 自 己 分 泌 型 運 動 因 子
(a uto crin e m otilityfa ctor), 腫 瘍壊死因子 -a (tu m or necr osis
c alphostin C; C X, CyClohe ximide; D G, diacylglyc eride;
E G F, epider mal gr o wth faとtor; E G T A, ethyle n eglycol bis (2- amin oethylether) tetra a c etic acid; F BS, fetal
bo vine s er u m; G S, ge nistein; FIT C, flu ore s c ein isothio cyan ate; H G F/S F, hepatocyte gr o wth fa ctor/scatter
αⅤβ5 イン テ グ リ ン を 介 した細胞遊走に 関す る研究
fa ct｡r- α, T N■Frα) 等の 種 々 の サ イ ト カ イ ン が 報 告 さ れ て い
る4 ト
g)
. また , 人 工 産物 で ある ホ ル ポ ー ル ミ リ ス テ
ー ト ア セ テ ~
ト(phorbo112-myristate13-aC etate, P MA)もある種の 細胞 で遁
走させ る作用 があ り
10)
, 遁走 に お け る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C
(pr otein kin a s eC, P K C)の 関与が示 唆 され て い る ･
イ ン テ グリ ン が関与す る シ グナ ル 伝達経路 は Hyn es
I' に よ り
二 大別 され て い る . す なわ ち リ ガ ン ドに 接着 したイ ン テ ダウ ン
か ら細胞内に 伝 わ る シ グ ナ ル で , 接着 後に pp60
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すぐに リ ソ 酸化され る こ とが 知 られ て お り
1')12)
, 外 か ら内 へ の
(outsidetoin)シ グナ ル と呼ばれ て い る ･ こ れ に 対 して , サ イ ト
ヵイ ン 等はそ の 受容体を通 じて シ グナ ル を 細胞内に 送 り , 伝達
され た シ グ ナ ル は さ らに イ ン テ グ リ ン に 到達する と い う 内か ら
外 へ の (in side to o ut) 逆方向の シ グ ナ ル 伝達経路が ある ･ こ れ
らの シ グナ ル 伝達経路は , イ ン テ グ リ ン 種 , 機能 , 細胞 種に
ょ っ て異な る と思わ れ るが , 特 に 遁走 に 関す る シ グナ ル 伝達機
構に つ い て は殆 ど研究が な され て い な い ･
口腔扇平上皮癌由来 の O S C-19細胞株 は αVβ3 イン チ グリ ン
の 発現が なく αⅤβ5 イン テ グリ ン の み で ビ ト ロ ネ ク チ ン に 接着
す る こ とが 知 られ て お り
13)
, 単 一 の イ ン テ グ リ ン 種 の 機 能を 見
るの に 有用 な細胞 である . 本研究 で は PM Aや 各種成長因子 を
与え る こ と に よ り , P M A とE G F がビ ト ロ ネ ク チ ン 上 の
αVβ5 介在性の 遁走 を惹起す る こ と を 明 らか に した . さ ら に 遁
走の た め の 細胞内 シ グナ ル 伝達経路を解明す るた め に 各種酵素
阻害剤を使用 した遁走ア ッ セ イ に 加 え , 酵素活性測定や免疫沈
降法に よ る蛋白質検出を併せ行 っ た . そ の 結果 , E G F投与に よ
る E G F受容体の 自己 リ ン 酸化反応 に 引き続き P K Cの 活性化
がお こ り , こ の 活性化が新た な蛋白質 の 合成を惹起する と い う
経路が判明 した の で 報告する .
材料お よび方法
Ⅰ . 使用細胞
口 腔扁平上皮癌由来 の O S C-19細 胞株 , 肺 扁平上 皮痛由来
Calu -1 , 肺扇 平上 皮癌由来 A C CrL C 7 3, 胃 印環細胞癌由来
K A T O一Ⅲ , 肺扇平上 皮癌由来 V M R CLL C P, 口 腔低分化扁平上
皮癌由来 H S C-3 を 用 い た . O S C-1 9 は札幌医科大学 口腔外科学
講座小浜源郁教授 よ り , K A T O-Ⅲ, V M R C-L C P, H S C-3 ほが ん
研究振興財団細胞バ ン ク (東京) よ り , Calu-1, A C C-L C-73は 愛
知県がん セ ン タ ー 研究所超徴形態学高橋隆博 士 よ り譲渡さ れ
た . 細 胞 は す べ て 牛胎 児 血 清 (fetal bo vin e s er u m, F B S)
(Gibc o, Gr a nd Isla nd, N Y, U S A) を10% 添加した イ M グ ル 最少
必須培養液(Eagle
'
s minim u m e ss e n tial m ediu m , M E M) (FIow
labor atorie s,Ir vin e,Sc otla nd)で継代培養 した . 以下す べ て の 実
験に は準飽和状態 の 細胞 を用 い た ,
Ⅱ
. 細胞遁走ア tソ セ イ
各癌細胞株の 各種 リ ガ ン ド上 で の 遁走能を , 紬 m 孔 の フ ィ ル
タ ー を 装着 した24穴 の ト ラ ン ス ウ ニ ル (Costar, Ca mbridge,
Engla nd) を使用 して 計測 した . リ ガ ン ドと して ビ ト ロ ネ ク チ
ン
, フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン , Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン の 三 種を 用 い た . ト ラ
ン ス ウ ェ ル 下槽に 10J唱/mlの リ ガ ソ ド溶液を 25恥1満た し, 上
槽の 底の フ ィ ル タ ー を リガ ン ド溶液 に37 ℃で 2時間も しく は 4
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℃ で 一 晩浸漬する こ とに よ っ て フ ィ ル タ ー 下面を リガ ン ドで 被
覆 した . リ ガ ン ド溶液を 除去後 一 高純度の 0.5% 牛血 清 ア ル ブ
ミ ン (bovin e s er um albu min, B S A) (Sigm a, St･ Lo uis, U S A)
添加 M E M 50恥1 で 一 晩浸漬 し , ア ッ セ イ 直前に ア ッ セ イ 用培
地と交換 した . 遁走ア ッ セ イ の た め の 細胞は0.2% ト リ プ シ ン
液に よ っ て シ ャ ー レ か ら 分散 し た 後 , ト リ プ シ ン の 2倍量 の
0.1% トリ プ シ ン イ ン ヒ ビタ ー (Sigm a) 液3mlを 加え て トリ プ
シ ン を 不 活性化 し , 弱い 遠心 (800rpm , 3分間) に よ っ て 細胞
を 分離 し た . 0.5 % B S A添加 M E Mを 加 え て 細胞密度 を
5×10
5 個/ml の 濃度に 調整 した 細胞に 各種因子を添加 して37 ℃
の ウ オ ー タ ー バ ス 内で 1 時間振返 , 遠心 分離に よ る 2 回の 細胞
洗浄後 , 同量 の ア ッ セ イ 用培地(0.5 % BSA 添加 M E M)で再浮
遊 させ た . 1槽 あた り細胞浮遊液 0.1ml(5×10
4 個)を 上 槽 へ 分
注 し, 37 ℃の C Ozイ ン キ ュ ベ ー タ ー 中に 静置 した . 16時間から
20時間後 に フ ィ ル タ ー の 上 面か ら下面 に 遊走接着 した 細胞を ,
2% エ タ ノ ー ル 添加 0.2 M ホ ウ酸塩緩衝液(pH 9.0) に 溶解 した
1 % ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト(Sigm a)で 5分間染色 し, フ ィ ル
タ ー 上 面を充分に 洗浄 した 後10タ` 酢酸で 細胞よ り ク リ ス タ ル バ
イ オ レ ッ ト を溶出 し, 波長 600n m の 吸光度を EIA リー ダ ー 2
550(Bio-Rad Lab. , Richm o nd. U S A) で 測定 した . ブ ラ ン ク と
して 接着リ ガ ン ドの 代わ り に 0.5 % B S Aで 被覆 した フ ィ ル タ
ー
上 で 同時に ア ッ セ イ を 行い , そ の 測定値を差 し引 い て 遁走細胞
数 の 指標と した . 細胞数が こ の 方法 で の 検出限界以下の 場合は
細胞数を位相差顕微鏡 で 直接計測 した .
細胞遁走に 関係す る可 能性 の ある 因子と して P M A(Sigm a),
E G F(Ge n zym e, Ca mbridge, U S A), P D G F(Be cto nDickin s o n,
Bedfo rd, U SA), IGF-1(Ge nzym e), H G F/S F(R & D Syste m,
U S A), ケ ラ チ ノ サ イ ト成長因子(ker atin o cyte gro wth fa cto r,
K G F) (Upstate Biote chn olog yIn c orpor ated, Lake P Lacid,
U S A), T N F- α(Ge n zym e)を 用 い た . また 必要に 応じて , こ れ ら
の 因子 の 処理 をす る前に , チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害剤の タ ー ホ ス
チ ン 9 (tyrpho stin 9, T P)(Bio m ol. Plym o nth Me eting, U S A)
で12時間, 同 ゲ ニ ス テ ィ ン (ge nistein , G S)(和光 , 大阪)で 1時
間 , P K C阻害剤 の カ ル ホ ス チ ン C (c alphostin C, C P)
(Biom ol)で 1 時間, 同 ス タ ウ ロ ス ポ リ ン (sta ur o sporin e, S P)(和
光)14)で10分間 , フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 3-キ ナ ー ゼ
(phosphatidylin osito1 3-kin as e, P I3-K) 阻害剤の ワ ー ト マ ン ニ ン
(w o rtm a n ni , W M) (Sigm a)
15,16)で30分間の 前処理 を行 っ た . ま
た 蛋 白合成阻害剤 の シ ク ロ へ キ シ ミ ド (cyclohe ximide, C X)
(Sigm a) は E G F と 同時に 投与 した .
Ⅲ . 細胞接着 ア ､ソ セイ
24穴 プラ ス チ ッ ク プ レ ー ト (Be cto n Dickin s o n, Ne w Jers ey,
U S A)を 10pg/mlの ビト ロ ネ ク チ ン 溶液2 50FLl で37 ℃ 2時間被
覆後 , 1 % B S A 25恥1 で 4 ℃一 晩ブ ロ ッ キ ン グ した . ビ ト ロ ネ
ク チ ン 上 で の 接着 7 ッ セ イ に ほ E G F ま た はP M A で処理 した
細胞 と未処理細胞を用い た . 各条件 ご とに 4 穴ず つ よ 1 穴あた
り 3×10
5
個 の 細胞を含む 500〃1 の 細胞浮遊液を分注 し, 30分 ,
1 時間, 2時間, 4時間後に , 細胞を 機械的に 剥 が さな い よう
に , か つ 十分に 無血 清培地で洗浄して非接着細胞 を除去 し, ジ
メ チ ル チ ア ゾ ー ル ジ フ ェ ニ ル テ I ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3-
factor;IG F-1, in sulin-1ike gr owth fa ctor; K G F, keratin o cyte gro wth fa ctor; MB P, myelin basic protein;
M E M, Eagle
'
s minim u m e s s e ntial m ediu m; M TT, 3-(4,5- dim ethyIthiazol-2- yl)-2,5-diphe nyl-tetraZOliu m
bromide; P B S, phosphate-buffered s alin e; P D G F, platelet derived gro wth fa ctor;PI3
- K, phosphatidylinositol
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[4,5-dim ethylthia z oト2-yl]一2,5-diphe nyl tetra z oliu m br omi de ･
M T T)ア ッ セ イlT)を行 っ た . すなわ ち 各 ウ ニ ル に 25叫 の 0･5 %
B S A加 M E M と 5m g/mlの M T T(Sigm a)30plを 加え 1 37 ℃
に 3時間静置 した . 接着細胞と の 反応に よ り生 じた 色素産物を
70恥1 の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド(Sigm a) で 可 溶化 し , 波 長
492｡ m の 吸光度を EIA リー ダ
ー 2550で 測定 して接着細胞数 の
指標 と した .
Ⅳ . P K C活 性の ア ･ソ セ イ
p KC に 特異性 が高 い ミ ュ ウ ン 塩 基性蛋白質 (m yelin basic
pr otein, M B P)
18)を 基質 と し て 使 用 し , PK Cに よ り [T
32
-P]
A TP か ら M B Pへ 移行す る放射性 リ ン 酸の 量を 測定する こ と
で 酵素活性 を評価す る P K C Ass ay Syste m (GIBC O B R L,
Gaitherburg, U S A)を 使用 した . 細胞 3
-5×106を 用意 し , 0･5 %
B S A如 M EM l Oml で 1 回洗浄 の 軋 E G F, P MA を37 ℃ で30
分間反応 させ た . リ ソ 酸緩衝生理食塩水(pho sphate
-buffer ed
saline, P B S) (pH 7.4)5ml で 2回洗浄軋 抽出用緩衝液 [20
m M ト リ ス 塩酸緩衝液 pH7.5, 0.5m M E D T A,0･5m M
エ チ レ ン
グリ コ ー ル ビ ス ア ミ ノ エ チ ル エ
ー テ ル 四 酢酸(ethyleneglyc ol
bis 2-amin o ethylethertetra a c etic a cid･ E G T A)･ 0･5 % ト ラ イ ト
ン Ⅹ-1 00, 25鵬/ml ア ブ ロ チ ニ ソ , 25鵬/ml ロ イ ペ プ チ ン]
0.5ml を加え , プ ラ ス チ ッ ク製 ス ク レイ パ
ー (Co star)を 用 い て
機械的に 細胞 を剥離 した ■ 試料を ダ ウ ン ス 塾ホ モ ジ ナ イ
ザ ー で
軽く ホモ ジ ネ ー ト化 し30分間氷冷後 , 4 ℃で 2 分間 5,000
rpm
の 遠心 分離 で 上清 を採取 した ･ P KC を部分精製す る た め
に 洗
浄用緩衝液(20mM トリ ス 塩酸緩衝液 pH 7･5･ 0･5m M E D T A･
0.5m M E G T A)に よ る洗浄 , 平衡化を行 っ た 0･5g の ジ ュ チ ル ア
ミ ノ エ チ ル セ ル ロ ー ス 樹脂 (D E 52, W hatm an, Ke nt, England)
に 試料を 通 し, 吸着 した蛋白質を溶出用緩衝液 (20m M ト リ ス
塩酸緩衝液 pH 7.5, 0.5m M E D T A, 0･5m M E G T A,β-メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル , 0.2 M NaCl) 5ml で 溶出 して P K C活性測定 の 試料
と して 用い た . [T
32
-P] A T P(6000 Ci/r n m ol, 10m Ci/ml, N E N,
W ilmingto n, U S A)を P K C基質溶液(20m M ト リ ス 塩酸緩衝液
pH 7.5. 20m M M gC12, 1m M CaCl2, 20pM A T P･ 50pM
A｡-M B P) に 1 : 40 0の 比 率 で 混合 して そ の 10pl を, 試 料
25〟1 と蒸留水 1 5〃1 の 混合液に 添加 して30 ℃で 5分間反応さ せ
た . 対照 と して , 溶出用緩衝液 25〃1 と蒸留水 15〃1の 混合液 に
同様 の 操作を行 っ た ▲ これ ら の 混合液 5恥1 の う ち 25〟1 をホ ス
ホ セ ル ロ ー ス 膜上 に 滴下 し , 即座に 1%リ ソ 酸 と蒸留水 で そ れ
ぞれ 2回ず つ 洗浄 した . ホ ス ホ セ ル ロ
ー ス 膜に 吸着 した リ ソ 酸
化 M B Pの 放射活性 ほ シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー (liquid
s cintilatio n syste m , ア ロ カ , 東京) で測定 した ･
Ⅴ . イ ム ノブ ロ ッ トによ るチ ロ シ ンリ ン 酸化糞自質の検出
未処理細胞 と E GF 処理 細胞 を P B S lOml で 2回 洗浄 し, 細
胞 可溶化緩衝液(50m M H E P E S, 150m M NaCl,1 0 %(v/v)グリ
セ ロ ー ル , 1 0m M E D T A, 1m M MgCl2･ 1 % No nide
t P-40･
2m M ソ ジ ウ ム オ ル ソバ ナ デ
ー ト ,lm M フ ニ ニ ル メ タ ン ス ル ホ
エ ル フ ル オ リ ド, 5m M ソ ジ ウ ム ピ ロ ホ ス フ ェ
ー ト 1 0鵬/ml
ロ イ ペ プチ ソ , 1 0m M 6- ア ミ ノ
ーn - カ ブ ロ イ ソ 酸)0･7mlを 加え ,
ス ク レ イ パ ー で 機械的に細胞を剥離 した . 試料を ダ ウ ン ス 型ホ
モ ジナ イ ザ ー で ホ モ ジ ネ ー ト化 し , 数秒の 遠 心 に よ り上 清を 採
NT P MA N T
'
pMA NT P M AN T P MA
Vitro n e ctin Fibr o n e ctin vitr o n e ctin Co‖age n
Fig.1. Effe ct of PM Ao nthe m
igr atio n of O S C
-19 c eus･ Cells w er etr e ated with 5 ng/ml of P MA 王orl hr･ P M A indu c
edthe
migr atio n of O S C
･19c e11s o nvitr o n e ctin, f nrone ctin a nd c ouage nty pel in c o
rnparis o nto n otr e atm e nt(N T)･ T he da
ta sho wn
a re夏 v alu es(士S E)in qu adruplic ate ･
p L C-T, pho spholipaseC
-
T; P M A･ phorbol 12
- myristate 13- aC etate; SP･
stau rosporin e; T N F
- α, tu m O r neCr O Sis fa ctor
- α; T P, tyrpho stin 9; T- P B S, tW e e n20
- S up ple m e nted
phosphate-buffe red saline; W M, WOrtm an nin
3-kin as e; P KC, prOtein kinas eC;
αⅤβ5 イン チ グ リ ン を 介 した 細胞遁走に 関す る研究
取 した . 試料に 1/2量 の10% トリ ク ロ ロ 酢酸 を 加 え30分間水
冷静置後 , 4 ℃で20分間 14,000rpm で 遠心 分離 した ･ 生 じた沈
殿を メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 添加泳動緩衝液に 溶解 して 7･ 5% ド
デ シ ル 硫酸ナ ト リ ウ ム ー ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電気泳動 し
た後 , ポ リフ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 険 (Cle arBlot Me mbra n e
-p , ア
ト ー , 東京)に 250m A で90分間転写 した . 5%脱脂粉乳を溶解
した0. 5% ツ イ ー ソ 2 0添 加 P B S(Tw ee n20- Sup Ple m e nted
phosphate
-buffer ed s alin e, T-P BS)に 転写膜 を20分間浸潰 して
非特異的反応を ブ ロ ッ キ ン グ した 軋 1 00倍 に 希釈 した マ ウ ス
抗リ ソ 酸化チ ロ シ ソ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 (On c oge n eScien ce,
Uni｡ ndale, U S A) を 一 次抗体 と して 用い , 室温で 1 時間反応さ
せた . T-P BS で10分間 の 洗浄を 3 回行 っ た 後 , 200倍 に 希釈 し
た ビ オ チ ソ 化 抗 マ ウ ス IgG 抗 体 (Ve ctor Labor atorie s,
Burlinga m e, U S A) を 室温 で30分間反応さ せ た ･ T-P B S で 5分
間の 洗浄を 5回 行い , 1 0,000倍 に 希釈 した ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標
識ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (Ja cks o nIm m u n or e s e arch Labor atories･
We stBaltim or ePike, U S A)を 室温 で30分間反応 させ た . 次い
で T-P B Sで 5分間 5回 洗浄 した 後 に 0.05M ト リ ス 塩酸緩衝液
(pH7.6) で 0. 03% に 調 整 し た 3, 3
'
-ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン
(Sigm a) に 20plの 過酸化水素水 を 加 えて 発色 させ た ･
Ⅵ . 免疫沈降法に よ る E G F受容体の検出
E G F受容体蛋白質の 検出に は E G F で処理 した 細胞 を P B S
l Oml で 2 回洗浄後 , P B S で2 5倍 に 希釈 し た ビ オ チ ソ 化試
(EC Lprotein biotinylatio n module】 Am ersha m L ife Scie n c e,
Bu ckingha m shire, England)3mlを 加え , 4 ℃90分間静置 して
細胞膜表面蛋白質を ビオ チ ン 化 した . 50m M グ リシ ソ (和光) 添
加 P B S 5ml で 2 回洗浄 し, さ ら に 同液 5ml中に 細胞を15分間
浸潰 した後 ∴細胞可溶化緩衝液1ml を加え , ス ク レ イ パ ー を用
い て細胞層 を剥離 した . 試料 を ダ ウ ン ス 型ホ モ ジ ナ イ ザ ー で ホ
モ ジ ネ ー ト し , 4 ℃で 10,000rpm の 遠 心 を 30秒 , さ ら に
14,000rpm の 遠心 を10分間かけて 不 溶成分を完全に 除去 した ･
プ ロ テ イ ン Gに 非特異的に 結合する試料中の 蛋白質を除去す る




























0 10 20 3040 50
Co n c e ntratio n of E G Fa nd PMA(ng/ml)
Fig･2･ Dos e-depe nde nt effects of P M Aa nd E G Fo n the
migratio n of O S C-1 9c eus o n vitro ne ctin. Ceus w ere
tre ated with P M A(▲) and E G F(○)forl hr･ T he data
Show n ar e支 v alu es(土S E)in qu adruplic ate･
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s e, P har m acia Biotec, Up ps ala, Sw ede n) 懸濁液1 00pl中に 試
料 を加 えて 4 ℃で 1時間据拝 し , 2分間 3,000rpm の 遠心 に よ
り非特異的蛋白質 を吸 着 した プ ロ テ ィ ソ G セ フ ァ ロ ー ス を 除
去 した . 次 に10倍希釈 した マ ウ ス 抗 E G F受容体 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗体(On c oge n eScie n c e)1 00/上1 を試料 に 加え 4 ℃で 1時間反
応後 ▲ 5恥上1の プ ロ テ ィ ソ G セ フ ァ ロ ー ス 懸濁液に 加 えて 4 ℃
で30分間渡拝 した , 3,000rpm で 2分間の 遠心 分離 に よ っ て 得
られ た 上 清に は , さ らに 50/Jlの プ ロ テ イ ン G セ フ ァ ロ ー ス
を 加え て同 じ操作 を行い , 同様に して セ フ ァ ロ ー ス ゲル を回 収
した . プ ロ テ ィ ソ G セ フ ァ ロ ー ス を 1mlの 0,1 M リソ 酸緩衝
液 pH 8.0 で15分間 2回洗浄 した後 , 30恥1の 0･1 M グ リ シ ソ 塩
酸緩衝液 pH 2.8 に よ り免疫複合体 を溶出 した . 1/2量の10%
(Ⅴ/v) ト リ ク ロ ロ 酢酸を 加え30分間水冷静置後, 4 ℃ で2 0分間
14,00rpm で遠心 分離 した . 沈殿を メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル 添加
泳動緩衝液に 溶解 し, イ ム ノ ブ ロ ッ ト法と 同様 の 手順で電気泳
動 , ニ ー ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ の 転写 , 5%(w/v)脱脂粉乳溶液に
よ る処理 を行 っ た後 , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ス ト レ プ トア ピ ジ
ン を 室温 で30分間反応 させ た . T-P B Sに よ る 5分間 5 回の 洗
浄 の 後に 化学発光試薬(Re n ais sa n c e, N E N, Bosto n, US A) を用
い て発光させ , エ ッ ク ス 線フ ィ ル ム (Ⅹ-O m atA R, Kodak, 東
京) に 感光さ せて 可 視化 した .
Ⅶ . 蛍光抗体法
ビ ト ロ ネ ク チ ソ 1 0ng/ml を ガ ラ ス ス ラ イ ドに 塗布 し , 細胞
を 2時間接着 させ た後 , P B Sで 軽 く洗浄. 風乾 した . 1% パ ラ
フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ドで10分固定 し, 0.1 % ト ラ イ ト ン Ⅹ に 5分
間浸潰 した 後, P B S で洗浄 した . 一 次抗体と して10倍に 希釈 し
た 抗リ ソ 酸化チ P シ ソ 抗体を 用 い , 二 次抗体と して1 0倍に 希釈
した フ ル オ レ セ イ ン イ ソ テ オ シ ア ネ
ー ト(flu ore s c einis othiocy-
a n ate, FIT C) 標識抗マ ウ ス IgG 抗体 (Cap pel, We st C he ster,
U S A)を 反応させ た .
成 績
Ⅰ . 各種の リ ガン ド上 にお け る 各種癌細胞の 遁走能
OS C-19細胞株は未処理 の 場合 , ビ ト ロ ネ ク チ ソ , フ ィ ブ ロ
ネ ク チ ン , Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン 上 で ほ と ん ど遁走 を 示 さ な か っ た
が , P M Aで 処 理 する と O S C-19細胞は ビ ト ロ ネ ク チ ン 上で濃
度依存性に 遊走を惹起した . P M Aの 濃度は 5ng/ml で ほ ぼ 最
大 に 達 した . 以下 , P M A処理 の 濃度ほ す べ て 5ng/ml で 行 っ
た . リ ガ ン ドが フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン , l塑 コ ラ ー ゲ ン の 場合も同
様に P M A は O S C-1 9細胞の 遁走を惹起 した (図1)･ P M Aは
P K Cの 活性化割と して 剛 ､られ る人 工産物 で ある が , ビ ト ロ
ネ ク チ ン 上 での αVβ5 依存性遊走 の 活性化機構 を調べ るた め
に , まず各種成長因子を投与 した . そ の 結軋 E GF ほ濃度依存
性 に P MA と同様の も し く は そ れ 以上 の 遊走 を 惹起 し た ( 図
2). P DG F, I G F-Ⅰ, K G F, H G F/SF, T N F-α で は 惹起 さ れな
か っ た( 図3). 以下 , E G F投与後の 細胞内シ グナ ル 伝達経路の
検索 に ほ 10ng/ml の E GF を 用い た . V M R C-L C P, H S C-3･
Calu-1, A C C-LC-73 は ビト ロ ネ ク チ ソ 上 で未処理 で もよ く 遁走
を示 し, P M A処理 に よ っ て も遁走細胞ほ少 し増え る に す ぎな
か っ た . ま た K A T O Ⅲ は浮遊細胞で あり , ビ ト ロ ネ ク テ ン.に
接着せず , 遁走も起 こ らな か っ た . こ れ ほ P M A処理 に よ っ て
も変わ らな か っ た .
Ⅱ . 柵牌接着に お け る P M A, E G F の効果
P M Aも しくは E G F処理に よ る OS C-19細胞の 遁走能の 獲
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得に は , ビ ト ロ ネ ク チ ソ へ の 接着能 の 変化が関与 して い る か ど
うか を検討す る た め , 未処理 の 細胞 , P M A で処理 した細胞 ,
E G Fで 処理 した 細胞 に つ い て接着 ア ッ セ イ を行 っ た . 未処理 ,
P M A処理 , E G F処理 の い ずれの 場合も接着細胞数は ア ッ セ イ
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- PD GF(UImI)-
に 差は な く( 囲4), P M A と E G Fの 細胞遁走効果 は接着性の 強
弱と は 関係 が な い こ とが わ か っ た .
Ⅲ
.
E G Fの チ ロ シ ン リ ン酸化能
E G F また は P M Aで 処理 す る前 に チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 酵素 阻
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Fig･ 3･ Effects of gro wth factor s o nthe migr atio n of O S C-1 9c ells o nvitr o n e ctin . I G F-1, H G F, P D G Fa nd K G F fa,iledtoinduc e
the migratio n･ T he data sho w n arethe 豆 v alu e s(±S E)in qu adr uplicate . Cellmigr atio n ability tre ated with e a ch growth
fa ctor w a s c o ntra sted with that tr eated with E G F.
αⅤβ5 イン テ グ リ ン を介 した細胞遊走に 関す る研究
走効果が抑制 され た ･
一 方 , P M Aに よ っ て 引き起 こ され る 遊
走効果は抑制 され なか っ た (図5)･ 同様 に テ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ 阻
害剤の GS を P M A, E G F処理 前に 1時間処理す ると ▲ E G Fに
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Fig. 4. Tim e c o u rs e of the ad he sio n to vitr o n e ctin of
O S C-19c ells . Ceus w er etr e ated with l Ong/ml of E G F
(▲), 5 ng/ml of P M A(増)a nd c o ntr ol(○). A llc ells
atta chedto vitr o n e ctin within 2 hr, a nd n okin etic cha nge s
Wer e Obs erved a m o ng the thre e c o ndito n s. T he data
Sho w n ar e云 valu e s(±S E)in qu adr uplic ate.





性に 抑制 され た が , P M Aに よる遊走効果は影響を受けなか っ
た (図6). した が っ て , E G Fの 遊走に 対す る効果は テ ロ シ ソ キ
ナ ー ゼ の 活性化とある種の 蛋白質の テ ロ シ ソ 残基 の リ ソ 酸化を
介 して 行わ れ る こ と が 明らか に な っ た の で , どの 蛋白質の チ ロ
シ ソ リ ソ 酸化が生 じて い るの か を 明らか に す るた め に 抗チ ロ シ
ソ リ ソ 酸化抗体 を用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ トを行 っ た . そ の 結果,
E G F処理を行 っ た 細胞 で は未処理の 細胞 に は み られ な か っ た
1 70k Da の バ ン ドが 出現 した( 図7). 尚, 未処理 およ び E G F処
理 細胞共に 認め られ た 複数の バ ソ ドは 一 次抗体を反応さ せずに
同様に 行 っ た 陰性対照でも同 一 の 複数の バ ン ドが み られ た の で
非特異的反応 と判定 した (図7 ).1 70k Da の バ ン ドの 出現時期を
経時的に 検討 して み る と , E G Fl分間処理 で すで に 出現 し , 60
分ま で 処理 時間が長くな るに つ れ てバ ン ドの 渡 さは増 して い っ
た( 囲7). また , こ の バ ン ドは EGF 濃度依存性の 遁走効果(図
2) と 同様 に∴ 濃度依存性 に 渡 さ が 増 し た ( 図8). こ の
1 70k Da の チ ロ シ ソ リ ソ 酸化蛋白質を同定す るた め , 抗 E G F受
容体抗体を用い て 検索 した . 抗 E GF受容体抗体で ほ通常の イ
ム ノ ブ ロ ッ ト で は蛋白質を検出できなか っ た の で , よ り感度の
高 い ビ オ テ ン 化蛋白質に 対す る免疫沈降法を用い た . 細胞表面
を ビオ チ ソ 化 し , 抗 E G F受容体抗体で 免疫沈降後 , 化学発光
で可 視化する と , 抗リ ン 酸化チ ロ シ ソ 抗体で検出され たと 同 じ
高 さ の 17 0k Da の バ ン ドが 一 本検 出され た (図 8)･ E G F で処理
した細胞 と未処理 の 細胞を ガ ラ ス ス ラ イ ド上 に 被覆 した ビ ト ロ
ネ ク チ ソ 上 に 接着させ , 2時間後に 抗リ ソ 酸化テ ロ シ ソ 抗体を
用い て 蛍光抗体法を行 っ た と こ ろ , 未処 理 群で は細胞辺縁 の 接
着部に 弱い 点状あ る い ほ 短い 線状の 蛍光が認め ら れ た が (図
9), E G Fで 処理す ると これ に 加え て 細胞表面全体 に 強 い 点状



























Fig1 5･ Inhibitory effe ct oftyrpho stin on E G F
- OrPM Apindu c ed migr atio n Gf OSC-1 9c ells o n vitro n e ctin･ Cells･W erepretre ated
with tyrphostin for12 hr before E G Fo rP M Atr e atm e nt･ Tyrpho stin inhibited the E G F
-indu c ed migration】 but didn ot the































N TE GF l O 20 50100 N T PM A l O 20 5 0 1 00
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Fig･ 6･ Inhibitory effe ct of ge nistein o nE G F-OrP MA-indu c ed migratio n of O S C-19c ells o n vitro n ectin ･ Cells w er epretre ated
with ge nistein forl hr befo reE G For P MA tre atm e nt･ Ge nistein inhibited the E G F
-indu c ed migr atio nin a do s e
-depende nt
m a n n e T, a nd didn ot affe ct the P M A 壷du c edr nigratio n. T he data sho w n are支 valu e s(土S E)in qu adr uplic ate･
右 8 1 5 柑 細 田i8
1 -1柑軌
Fig. 7. Im m u n oblot an alysIS u Sing a ntトphosphotyr o sin e
a ntibodyfor O S C-1 9c e11s. Ce11s w eretr eated with lOng/
ml of E G F forO, 1, 5, 10and 60min. A 170 k Da of
pho sphorylated pr otein ap pe ar swithin l min a nd the
inten sity of the ba nds gr adu a11y in cr e as ed. A n egativ e
c o ntrol that did n ot re a ct with anti-Pho sphotyro sin e
a ntibody sho w ed se v eraln o n-Spe Ci壬ic ba nds(C).
Phospho†叩 Sine EGFR
O 1 2 5 川 n仰
Fig. 8. Im m u n oblot a nalysIS u Sing a ntiTpho sphotyr osin e
a ntibody a nd im m u nopr e cipitatio n a nalysis u sing a ntトE G F
r e c eptor a ntibody･ In im m u n oblot an alysis u sing a nti-
pho sphotyro sin e a ntibody (phosphotyr o sin e), O S C-19c e1s
w eretr e ated with E G F fo r30min at c o nc e ntratio n of O,
1, 2, 5 a nd l Ong/ml. In im mu n opr e cipitatio n a n alysis
u sing a nti-E G Fr e c epto r a ntibody (E G F R), O S C-19 c ells
w er etr e ated with lO. ng/mlof E G F for30min ･ 170 k Da
pho sphorylated pr oteins that ha s the sa m e moLe c ula
r
w eight a s that of E G Fr e c eptor in c re as ed in a do
se-
depe nde nt m a n n er.
αⅤβ5 イン テ グリ ン を 介 した細胞遁走 に 関する研究
Ⅳ . E GF に よ る P K C の活性化
E G F処理 また は P M A処理 す る前に 特異的な P KC 阻害剤で
ある CP で 1時間処 理 す ると , E G Fの 場合も1 P M Aの 場合も
共に そ の 細胞遊走効果が 0･01〃M 以上 の C Pで 濃度依存性に 抑
Fig. 9･ Flu o re s c enc e micr ographs
of phosphotyr osin e in
E G F-tr e ated O S C,19c e11s atta ched to vitr o n e ctin･ W e ak
pu n ctate orline arflu or e sc e n c e
w a s sho w n at the periphe ry
of O S CT1 9 c ells witho ut E GF-tr e atm e nt ( A and B)･
pu n ctate a nd s m a11r o u nd fIuore s c e n c e ar e sho w ndiffu s ely
in additio n to peripher al staining in O S C
-19 c ells with




























制 され た (因10). した が っ て E GF の 細 胞遊走効果の シ グナ ル
ほ E G F受容体の 下流に ある P K Cを 介 して伝達 され ると考 え
られ た の で , さ らに E G Fの P K C活性化効果を検討 した ･
E G F で処 理 を行 っ た細胞 の P K C活性 ほ未処理 の 場合 に 比較 し
て約30% P K C活性が増加 し, P M Aで 処理 した 場合 と同程度
の P K C活性化の 克進を示 した(表1).
一 九 C Pに 較 べ て 特異
性の 低 い P K C阻害剤である S P を用 い た と こ ろ , C Pの 場合
とは 異な り , P M Aの 細胞遁走効果は影響 を受けず, E G Fの 細
胞遁走効果 が逆に S Pに よ っ て増強 され た( 図11)･ S P が阻害 し
て い る P K C以外の 酵素, すな わ ち P K C を介さ な い 伝達経路
の 一 つ の 可 敵性と して , PI3-K の 関与を検討 した . しか し , 特
異的な PI3- K 阻害剤 の W M での30分間の 前処理 に よ っ て も,
E G Fの 効果お よび E G F と S Pの 共同効果ほ抑制 され なか っ た
( 図12).
V . E G Fに よ る新た な蛋白合成
E G Fに よ る刺激 か ら遊走が発現 され る ま で の 所要時間を検
討す るた め , 比較的短時間の 遊走細胞数の 経時的変化を検討 し
Tablel. PK Ca ctivity of O SC
-19cellstre ated withPMA orE GF
T,eatm e nt ほ ±S詣 斑漂 1｡3)
No n e 183 ±17(1(氾)
EGF
a) 2 3 5± 7(128)*
p M A
b) 250±15(137)*
a)Tre ated with5ng/ml P M A
b)Tre ated with10ng/mi EGF
*
p<0･01in c o mparis on withn o n eby
Stude ntlst test･
NT P M A O.01 0. 2 0. 5 0.2
Ca[pho stin C 恒M)
+
P M Å
Fig･10･ Inhibitory ef王e ct of c alpho stin C on E G F
- Or P M A-induc ed migr atio n of O S C-19 c ells o n vitr o n ectin ･ Ce11s w er e
pretr eated with calpho stin C fo rl hr befor eE G ForP M Atre atm e nt･ Calpho stin inhibi
ted both the E G F- a nd P M A-indu c ed
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Fig. 11. Effe ct of sta u ro sporin e o nE G F
- OrP M A-indu c ed migra,tio n of O S C
-1 9c e11s o n vitro n e ctin. Cells w e repr etr e ated with
Sta ur O SpOrin eforlO min befor eE G For P M Atre atm e nt. Sta ur o sporin e u s ed a s aP K C in hibito r e nh?n C ed the effe ct of



























N T E G Fl l O l O O
Wortm a n ni (m M)
EGF(10ngJmり
Fig･1 2･ Wo rtm a n ni effe ct o n E G F-in du c ed migratio n of
O S C-19 cells o nvitr o n e ctin. Cells w er epr etr e ated with
W Ortr n a n ni for 30 min befor eE G Ftre atrn e nt. T he data
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Fig.1 3. Tim e c o u rs e o王 migr atio n as s ay of O S C
-1 9c ells･
Ceus w e ret, e ated ふith E G F 24 hr (●)befo re a ssay a nd
tho s etr e ated by,E G F l hr (▲)befor e. T he data sho w n
ar e意 v alu es(士S E)in qu adruplic ate.
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Fig. 14. Inhibitory effect of cyclohe xi mi de o nE G F-indu c ed
migratio n of O S C-19c ells in a do s e-depe nde nt m a n n er･
Cells w eredo s ed with cyclohe xymide a nd E G Fsim ulta n e-
ou sly. T he data sho w n ar e豆 v alu e s(土S E)in qu adr upli-
Cate.
たと こ ろ , E G F で処 理 した 細胞は遊走 ア ッ セ イ 開始 4
- 8時
間後に遊走が始 ま り , 道真細胞 ほ徐 々 に 増加 した . さ らに 遁走
ア ッ セ イ を 行う24時間前 に 1時間 E G Fで 処理 した 細胞ほ ア ッ
セ イ 開始 1時間 な い し 2時間後 に 急速 に遁走を開始 し た (図
13). 両者の 遊走開始時間に は , E G Fに よ る刺激 か ら遁走発現
ま での 所要時間 に 相当する と推定 され る約 4時間の 差 が認め ら
れ , こ の ような 時間の 遅れ は蛋白合成 の た め に 要する時間と考
え られ た の で ∴蛋白合成阻害剤の C Xを用 い て 道産ア ッ セ イ を
行 っ た . C X は E G F と同時に 投与 し, 細胞洗浄後も CX を加
えて遁走 ア ッ セ イ を 行 っ た と こ ろ , E G F誘導性 の 細胞遁走 は
C X濃度依存性に 抑制 され た (図14).
考 察
ビト ロ ネ ク チ ソ を リガ ン ドとす るイ ン テ グ リ ン に は αⅤβ3 と
αⅤβ5 の 二 種煩が存在 し, 特殊な 例を 除い て β3 とβ5 サ ブ ユ
ニ
ッ トは αⅤ と の み 二 量体を形成す る1). 同 じ ビト ロ ネ ク チ ソ を
リガ ン ドと しても αⅤβ3 を介 して 接着す る場合と αⅤβ5 を 介 し
て接着 した 場合の 間 に は形態的か つ 機能的相違点が こ れ まで の
実験的研究に よ っ て知 られ て い る . まず第 一 に ビト ロ ネ ク チ ン
に接着 した 三 種の 細胞株 の 蛍光抗体法 を用 い た 観察 に お い て
αⅤβ3 が ピン キ ュ リ ン , テ ー リ ン な どの 細胞骨格蛋白や ア ク チ
ン 線椎末端 と共に接着斑 に 局在 し細胞伸展 を惹起す る の に 対
し, αⅤβ5 で は接着斑を形成せず こ の イ ン テ グ リ ン を 介 した細
胞伸展は生 じな い こ とIg), 第 二 に αⅤβ3 をもた ず αⅤβ5の み を有
する膵痛 F G細胞株は ビ ト ロ ネ ク チ ソ 上 の 遁走能 をも た な い
が , CD N Aを ト ラ ン ス フ ェ ク ト して αⅤβ3 を発現 させ る こ と に
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よ り遊走能を獲得 した こ と
20)で ある . 著者 が実験に 用 い た 口 腔
扇平上皮癌細胞株の OS C-19 ほ ビ トロ ネ ク チ ソ 受容体と し て
αⅤβ3 をもた ず αVβ5 を有 して い るた め
13)
, αVβ5 イン チ グリ ン を
介 した ビ ト ロ ネ ク チ ソ 上 の 細胞遁走を検討す るの に は最適であ
る と考 え られ た .
今回著者ほ ト ラ ン ス ウ ニ ル チ ャ ソ バ ー を 用い て遊走能 の ア ッ
セ イ を 行 っ た . 浸潤 モ デル と しては ト ラ ン ス ウ ニ ル の 上 部チ ャ
ン バ ー 下面 に 人工 再生基底膜の マ ト リ ゲ ル を 被覆 して ! 下面側
に 移動 した細胞数や再生基底膜 の 破壊度を評価す る方法が あ
り , 生体 に おけ る 浸潤性 を よく反映す る こ と が 知 ら れ て い
る
21)22)
. こ の 実験系の 特徴は癌浸潤 の 基質 へ の 接着 , 局所的な 基
質 の 溶解 ∴細胞 の 移動 とい う全段階を総合的 に 評価できる こ と
で ある .
こ れ に 対 して , 著者 の 行 っ た遁走 ア ッ セ イ は特定の 基質上 に
お ける細胞 の 遁走 に 焦点を絞 っ て い るた め , よ り細分化 した評
価方法である と考え られ る . こ の 方法を 用い て 検討した 結乳
F G細胞と同様 に αⅤβ5 を介 した OS C-1 9の ど † ロ ネ タ チ ソ 上
で の 遁走は 生 じな か っ たが , P M A, E G F とい う外的刺激を加
え る こ とに よ っ て 遁走が開始された . これ らの 外的刺激に より
細胞 の ビ ト ロ ネ ク チ ン に 対す る 接着力自体 は増強 され て い な
か っ た . した が っ て O S C-1 9細胞 の αⅤβ5 ほ ビト ロ ネ ク テ ン へ
の 接着 とい う遁走 の 必 要条件は満たすが , そ の 接着を 足場に し
て 追走 を惹起す るに ほ不 十分な状態 に あり , 外的刺激 に 依存 し
て 遁走を開始す るイ ン チ グ リ ソ で ある と考え られ る . 同様の こ
とほ 膵癌由来の F G細胞株で も報告 され て お り
10)
, αⅤβ5 依存性
遊走に 共通の 現象である 可能性がある . フ ロ
ー サ イ トメ ト リ ー
で の 検討で は αⅤβ3 を発現 して い ない に もか かわ らず , ビト ロ
ネ ク チ ン に 接着する Calu-1 と AC C-L C-73細胞株23)は 未処理で
もよく遊走 した の で , イ ン テ グ リ ン 種以外の 他 の 要素も細胞遁
走に 関係 して い るの を否 定で きな い . しか し , 本研究 と同 じ結
果を 示 して い る膵癌細胞株の F G細胞を用 い た 報告 でほ , ビ ト
ロ ネ ク チ ン 上 で は αVβ5 を介 した 外的刺激依存性 の 遁走 が生 じ
る の に 対 し, コ ラ ー ゲ ン 上 では α2β1 を介 した 外的刺激 を必要
と しな い 遁走が生 じて い る1
8)
. こ の こ とは , イ ン テ グ リ ン 種 に
ょ っ て 遊走の た め の 細胞内 シ グ ナ ル が 異な っ て い る こ と を示 し
て い る .
著者が コ ラ ー ゲ ン を リ ガ ン ドに して , P M Aの 存在下 , 非存
在下に おけ る OS C-1 9の 遊走能を調 べ た と こ ろ ビ ト ロ ネ ク チ ン
の 場合と ほ ぼ 同様の 結果 とな っ た . こ の 違 い ほ コ ラ
ー ゲ ン に 接
着す るイ ン テ グ リ ン 種の 違 い か らき て い る こ とも考え られ る
が , コ ラ ー ゲ ン , フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ を 認識す るイ ン チ グリ ン の
種煩ほ どト ロ ネ ク チ ン に 比較 して 数が 多い . 例 え ばコ ラ
ー ゲ ン
に 対 して は α1β1, α2β1, α3軋 αⅤβ3, フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 関 し
て は α3β1, α4β1, α5軋 αV軋 αⅤβ3, αⅤβ6, αV卵 が報告され て
お り
l)
, 発現 して い るもの を 漏れ なく検討す る の は 必ず しも容
易な こ と で ほな い . O S C-1 9細胞 に おい て も まだ こ れ ら すべ て
を 同定する に ほ至 っ て い ない . した が っ て著者が コ ラ
ー ゲ ン ,
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ に 関 して得た結果は複数 の イ ン テ グ リ ン の 重
複効果を総合的に見 てい る可 能性がある . おそ らく 椚β5 と塀
似 した特性をもつ イ ン チ グリ ン 種が い く つ か存在 して い る の で
あろ う.
今回 O S C-19 細胞に対する外的刺激 と して 最初に試み た の は
PK C括性化剤の P M A である . 囲 1 に示す如く P M A添加に
よ っ て 細胞 は 遁走 を惹起す る こ と が 明らか で あ っ た の で ,
182
P K C を活性化 して 遁走が惹起 され る こ と は間違 い な い と 考 え
られ た . こ の た め実 際に 生体内で P K Cを 活性化するもの は 何
か を 検討 した . 創傷治癒 の 際に E G F, T G F-a の 刺激 に よ っ て ケ
ラ チ ノ サ イ トの 遁走 が 生 じる こ と4), P D G F が線維芽細胞や平滑
筋細胞に 対 して走化性を生 じさ せ る こ と
5)8)
, 上 皮細胞 に 対 して
強力な細胞分散効果お よび 遊走効果 をも つ H G F/S F が培養細
胞に よ り同定 され て い る7 潮別)等 , 文献的 に 遊走を生 じ さ せ る こ
と が 報告 さ れ て い る 6 種類 の 成長 因子 (E GF, IG F-1, K G F,
P D G F, H G F/S F, T N F-α) に つ い て 試み た . そ の 結 果, E G F以
外 の 成長因子で は 細胞 の 遁走は誘導 され な か っ た . 特定の 成長
因子 に よ る刺激で の み 遊走が生 じた理 由と して は , O S C-1 9牒田
胸 に 各種成長田子 に 対す る受容体が発現 して い な か っ た と い う
可 能性 と , 各 々 の 成長因子に 対する受容体が追走 の た め の シ グ
ナ ル 伝達経路を有 して い なか っ た こ と の 二 つ が 挙げ られ る .
E G Fに よ る αⅤβ5 イ ン テ グ リ ン を 利用 した 遊走効果 の 細胞
内シ グナ ル 伝達経路を解明す るた め に ま ず T P, G Sと い う二 種
類の チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害剤を用 い て 道連ア ッ セ イ を 行 っ た .
T P は E G F受容体 の 有す る自 己 リ ソ 酸化活性 と セ カ ン ド メ ッ
セ ン ジ ャ
ー に対す る チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 活性を 共に 抑制する が ,
E GF の 受容体 へ の 結合や 受容体の 二 量体化 , さ ら に 受容体 の
細胞内取 り込 み , す な わ ち ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に は影響 し
ない こ と が知 られ て い る 阻害剤 であ る25 卜 28). さら に チ ロ ｢シ∵ン リ
ソ 酸化反応の 抑制効果 は , イ ン ス リ ン 受容体や P D G F受容体
に対す るも の よ り も E G F受容体 に特異性 が 高 い も の で あ
る
25126)
. また 細胞内 へ の T P取 り込み か らチ ロ シ ソ リ ソ 酸化反
応 の 抑制開始ま で に 長時間を要す る こ とか ら , 阻害効果の 機構
は多段階 で ある と 考 え られ て い る
2g)
.
こ れ に 対 し て G S は
A T Pと競合す る こ と で チ ロ シ ソ リ ン 酸化反応を抑制 し , E G F
受容体の 他 に も多くの チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ を 阻害す る38)31). また ,
チ ロ シ ソ リ ン 酸化が 関係 しな い 反応 に 対 して も抑制効果をもつ
こ と が報告 されて い る32). こ の よ うに そ の 抑制効果 の 異な る 2
種類 の 阻害剤を用 い る こ と に よ っ て , よ り多くの 情報が得 られ
る と 考えられ た が , そ の 結果 , どち らの 阻害剤の 場合も P M A
に よ る道元効果ほ影響 を受けず , E GF に よ る遊走効果 だ けが
抑制 され た . よ っ て E G Fに よ る遁走発現経路に は チ ロ シ ソ リ
ソ 酸化 を必要 とす る と結論づけ られ る . さ らに P K C阻害剤 の
C P を 用い た 遁走 ア ッ セ イ で は , P M A に よ る遁走効果 と
E G Fに よる遁走効果 が共 に抑制 され た こ と , ま た P M A と
E G F で処理を行 っ た細胞 で は両者共未処理の 細胞 の 約130% の
P K C活性を有 して い た こ とか ら , E G Fに よ る遁走の 発現ほ ,
E G F受容体 に よ る チ ロ シ ソ リ ソ 酸化反応の 後に , P K Cの 活性
化が生 じる こ と に よ っ て 惹起 され るもの と 考え られ る .
EGF 受容体からの シ グ ナ ル が PK Cに 達する ま で の 間に どの
ような蛋白質が介在 し, チ ロ シ ソ リ ン 酸化を受け る の か を検討
した と こ ろ , 少なく と も自己リ ソ 酸化を 受けた E G F受容体 が
キ ナ ー ゼ と して働き∴遁走に は必須 であ る こ と がわ か っ た . し
か し本研究で ほ恐 らく測定感度の た めに 検出できなか っ た と 思
わ れ るが , E G F受容体自身 の リ ソ 酸化チ ロ シ ソ 周囲 に S H 2 ド
メ イ ン を 有する セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー が 集ま り
33)
, E G F受容
体 の キ ナ ー ゼ 活性が セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の チ ロ シ ソ を リ ン
酸化 し, そ の シ グナ ル が P K Cに 伝わ る経路がある こ とは 十分
推測 され る . さ らに チ ロ シ ソ リ ソ 酸化酵素阻害剤が P M A に よ
る遁走効果を抑制 しな か っ た こ とか ら, P K C が活性化 され て
か ら遁走が発現 され る まで の 間に は チ ロ シ ソ リ ソ 酸化反応を必
要 と しな い こ と ほ 明 らか で あ っ た .
1時間前に E G F で処理 した細胞 と24時間前 に 処理 した細胞
の 遊走能を経時的に 比較 した結果, 1時 間前 に E G Fで 処理し
た 細胞 に は 遊走開始ま で に 約4 時間の 遅 れ が認め られ た , こ の
こ とは , E G Fの 刺激 を受 け てか ら遁走が発現 さ れ る ま で の 間
の シ グ ナ ル 伝達 に は 約 4時間を必要とする こ と を示 して い る
.
本研究で も示 され た よう に E G Fを 投与 して か ら EGF 受容体
の 自己 リ ソ 酸化が 起 こ る ま で ほ 1分以内 , 更に P K C活性が 上
昇す る の は検討 した 範囲内で は30分以内と短く , 細胞内の リ ン
酸化等 の シ グ ナ ル 伝達 の 反応時間は実際に は 極め て 短 い . 遊未
開始に 4時間を要す る と い う こ とは シ グナ ル が核 内に 到達 一 転
写 仁 翻訳後新た に 蛋白質が生成 され る経路がある こ と を示 して
い る . 実際 に 蛋 白合成阻害剤 の CX を投与 した 場合 に ほ E G F
に よ る遁走効果 ほ 明 らか に 抑制 され た . した が っ て PK C から
の シ グ ナ ル は核 内に 伝達 され , 転写 , 翻訳を 経て 新た な蛋白合
成 に つ な が っ て い る こ と が 明 ら か で あ る . O S じ19細胞 の
E G Fに よ る遁走効果は , ビ ト ロ ネ ク チ ソ に対 す る 接着 の 増強
で は なく αⅤβ5 を 介 した運動能 の 獲得 である こ とか ら , αⅤβ5蛋
白質そ の もの よ りむ しろ 他の 蛋白質 が産生 され た と考え る べ き
で あろ う .
αVβ3 が接着斑 に 局在 して 細胞伸展 を惹起す る の に 対 し ,
αⅤβ5 は接着斑 を形成 せず/細胞伸展を惹起 しな い と い う 一 連
の 報告1g)20)か らは , ビ ト ロ ネ ク チ ソ 受容体を介 した 細胞遊真に
お い て 接着斑の 形成や引き続い て生 じる
'
細胞伸展が有利に 働い
て い る こ と が 考え ら れ る. ま た ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ成長
因子-β1(tra n sfor ming gr o wth factor-β1, T G F-β1)の 刺激に よ っ
て ビト ロ ネ ク チ ン 上 の 遊走能が 増強 さ れ た ケ ラ チ ノ サ イ トで
ほ , 刺激前に は 散在 して い た αVβ5 の 細胞辺綾部 へ の 再配置が
生 じてい る こ と34), E G F刺激 に よ っ て αⅤβ5 を介 した 遊走能を
獲得 した 膵癌 F G細胞で は , ビ ト ロ ネ ク チ ン 上 の 細胞伸展が生
じて い る こ と
10-が 報告 され て い る . こ れ らの 報告ほ O S C-19細
胞 に おけ る先 に 述 べ た 新生蛋白質が αVβ5 イン テ グリ ン 周 囲の
接着斑形成 に 関与 して い る可 能性を 示 唆するもの で ある . 接着
斑に 局在す る蛋白質 は こ れ ま で に 多数報告 さ れ て い る35ト
伯)
E G F刺激 に よ っ て 新生 され , αⅤβ5 を介 した遁走 を惹起する蛋
白質が これ ら の 蛋白質 に 一 致す る の か , それと も別個 の 調節国
子で ある の か は 今後 の 課題で ある .
E G Fに よ る遊走効果が特異的 P K C阻害剤の C P で抑制 され
た に もか か わ らず, 同 じ P K C阻害剤の S Pで ほ E G Fに よ る
遁走効果 が逆 に 増強 され た . こ の こ と は C P と S Pの P K C阻
害の メ カ ニ ズ ム が異 な っ て い る こ と に よ る と 考 え られ る . C P
は 生体内で は ジ ア シ ル グ リ セ リ ド(dia cylglyc eride, D G)が作用
す る PK Cの 調 節 ドメ イ ン へ 競合的 に 結合 して P KC を 阻害す
る特異的阻害剤 である が44), S Pほ 他の キ ナ ー ゼ と構造 が似て い
る P E Cの キ ナ ー ゼ ドメ イ ン に 作用 して阻害す る比較的特異性
の 低い 阻害剤であ る14). 従 っ て S P ほい く つ か の テ ロ シ ソ リ ソ
酸化酵素や P K C以外の セ リ ン/ス レ オ ニ ン リ ソ 酸化酵素も阻
害す る
45) ～ 47)
. Ro s e nら
21)は 牛脳内皮細胞(bovin ebr ain e ndothe-
1ialc ell, B B EC) を用 い て , S P が P M Aに よ る PK C依存性の
遁走効果の み な らず H G F/S Fに よ る P K C非依存性 の 遊走効
果も抑制 した と報告 して い る . ま た , P K C活性化剤の P MA と
P K C阻害剤 の S P が共 に 表皮細胞 の オ ル ニ チ ン デカ ル ポ キ シ
ラ ー ゼ (o rnithin ede c a rbo xyla s e, O D C) 活性化を誘導 し た こ
と4 8)等 , P K C に対す る作用そ の も の が 純粋な抑制効果だけでは
1
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な い と考 え られ る . 本研究に お い て は S Pに よ っ て E G F誘導
性道産がむ しろ増強 され た の で , ま ず考 え られ る こ と は P E C
を介する伝達経路の 他 に , PK C を介 さな い 副経路 が存在す る
と い う こ とで あ る . こ の 副経路の 存在を確定す る に は , 刺激を
受けた E G F受容体か ら次 に シ グナ ル を 受け取 る セ カ ン ドメ ッ
セ ン ジ ャ ー を 同定す る こ と が最も重要である と考 え られ る . セ
カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー と して P L C-r が ま ず挙げ ら れ る .
P LC-T ほ 活性化 され た E G F受容体 に よ っ て テ ロ シ ソ リ ソ 酸化
を受け49)5
8)
, イ ノ シ ト
ー ル リ ン 脂質 に 作 用 して D Gと イ ノ シ
ト ー ル 1 , 4 , 5
一 三 ワ ン 酸 (in o sito1 1, 4, 5Ttriphosphate,
IP｡)を 生 じる
51)結果 , P E Cの 活性化を惹起する5 2)こ とが 知 られ
て い る . 従 っ て P L C-T は E G F受容体 と P K Cの 間に 位置する
メ ッ セ ン ジ ャ
ー で ある可 能性は十分あ る と考 え られ た . 他 に
ほ 一 括性化 された E GF 受容体に 結合 し, r aSを 介 した細胞増殖
に 関与す る GR B 2
53)54)
, 活性化 E G F受容体 に よ っ て チ ロ シ ソ リ
ソ酸化を受け , や は り r asに 関係 した シ グ ナ ル を 送る こ とが 知
ら れ て い る G T Pa s e活 性 促 進 蛋 白 (G T Pa s e a ctiv ating
pr otein, G A P)55), 活性化 E G F受容体 に よ っ て チ ロ シ ソ リ ン 酸
化を受け , 細胞増殖に 関与す る S H C蛋白
珊)
,E G F受容体に よ っ
て 活性化され ると い う報告 の ある PI3-K5丁)な どが ある . 今回 の
実験方法で ほ検出感度の 問題 で E G F受容体以外 の チ ロ シ ソ リ
ン 酸化蛋白質は検出 されな か っ た . し か し , PI3-K に 関 して
ほ ! 特異的で強力な阻害剤で ある W M
15〉岬 を用い て遁走 ア ッ セ
イ の 阻害効果 を検討 した と こ ろ , E GF に よ る遁走効果もS Pに
よる遁走増強効果も W M に よっ て 抑制 を受けな か っ た の で ,
少なく とも PI3-K は O S C-19細胞 の 遊走 の シ グナ ル に ほ 関与 し
て い な い もの と考 え られ た .
結 論
口 腔扁平上皮癌由来 の O S C-19細胞株 に お い て αⅤβ5 イン テ
グリ ン を介 した ビ ト ロ ネ ク チ ン 上 の 遊走機構 に つ い て 検討 し,
以下の 結論を 得た .
1 . OS C-1 9細胞 ほ αⅤβ5 イン テ グリ ン を介 して ビ ト ロ ネ タ
テ ン に 接着す るが , 外的刺激非存在下 に お い て は細胞の 遊走 は
生 じな か っ た .
2 . P M Aと E G Fに よ る刺激 に よ っ て , αVβ5 イン テ グリ ン
を介 した ビ ト ロ ネ ク チ ン 上 の 遊走が 両 者の 濃度依存性 に 惹起さ
れた . また , P M A と E G Fに よ る刺激は O S C-19細胞の ビ ト
ロ ネ ク チ ン へ の 接着 を増強 しなか っ た .
3 . チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 阻害剤の T Pと GS で 細胞を処 理 する
と , P M A誘導性細胞遁走 は影響を受けず , E G F誘導性細胞
走ほ抑制 され た . ま た , E G Fで 刺激 した 細胞を可 溶化 し , チ ロ
シ ン リ ン 酸化蛋白質 を イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 検 出 し た と こ ろ ,
E G F受容体 の 自己 リ ン 酸化 と考 え られ る 170k Da の 蛋白質が
認め られた .
4 . 特異的 P K C阻害剤の C Pで 細胞を処理 す る と , P M A
誘導性細胞遊走も EGF 誘導性細胞遊走も C P濃度依存性に 抑
制された . また P M A で処理 した細胞 , E G F で処理 した 細胞 の
P K C活性ほ ▲ 両 者共未処理 の 細胞 に 比較 して約30% 増加して
い た .
5 . E G Fに よ る刺激か ら遁走の 開始ま で に は 約 4 時間 を必
要と した . また , 蛋白合成阻害剤 の C Xの 同時投与 に よ っ て
E G F誘導性細胞遁走 は C X濃度依存性 に 抑制 され た .
6 . 非特異的 P K C阻害剤 の S P で細胞を処理す る と , C P
の 場合と ほ異な り , P MA 誘導性細胞遁走 は影響を受けず ▲
E G F誘導性細胞遊走ほ S P濃度依存性に 増強され た .
以上 の 結果か ら , E G F誘導性の αⅤβ5イ ン チ グリ ソ を介 した
細胞遊走機構 は接着の 増強に 依存 しな い 運動能の 獲得で あり,
E G Fが結合 して 活性化され た E G F受容休の 自 己 リ ソ 酸 化が
P K Cを活性化 し, そ の シ グ ナ ル ほ 核内に 達 し , 転写 , 翻 訳の
末, 新た な蛋白合成が生 じると い う シ グナ ル 伝達経路がある こ
と 判明 した . また P K C を介する以外の 伝達経路の 存在も示唆
され た .
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Expe rim e ntalStudy on the Intra c ellular Signal Transduction Induc ed Du ring the αⅤβ5 Integrin
- m ediated Ce11
M igratio n Tets uyaIm ai,
･ Department of Path0log y(Ⅰ), SchoolofM edicin e, Ka n azawa University, Kanazaw a 92 0 J･
Juze nMed S∝ リ 105,1 7 2
- 186(1996)
Key w ords αVβ5 integrin, C ell migratio n, EGF,tyrO Sin phosphorylatio n,PKC
A bstr alCt
Atachmen t of carcin o m a cells to e xtra c ellular matrix via integrl na ndthe subsequent mlgratio n are kn ow n tobe an
importantpr oc essin c an cerin vasion ･ In the present st udy, a nd intr a c ellular activ a
tion m echa nism of αVβ5- m ediated
mlgration w a sin v estlgated usinga OSC-19c ell linewhich w asderiv edfro m oralsqua m ous cellc arcin o m a and wa s able to
attachto vitro nectin hroughαVβ5. Migration ass ay wa sperfor m edo n trans w el cha mbers c oated wi thvitrone c tin･ OS C
-19
cells adheredto vitron ectin butdidnot mlgrate eXC ept under the P M A
- O rEGF-Stim ulatio n･ T hose rrugrations o c c ured in a
does-depe ndent m an n er･ Pretre atm e nt with the tyrosine kin aseinhibitors,tyrPho stin90rge nistein ,blo ckedthe EGF
-induced
mlgration, bu tdidn ot afftctthe P M A-induc ed o ne･ Im m unoblottlng Oftyro sine
-Phosphorylated proteins show ed aba nd of
1 70k Da pr oteinin the cell lysatestre a ted wi th EGF using an anti
-
Phosphotyro sine antibody･ T his nnding wa s tho ught tobe
aut ophosphorylation of EG Frec eptors･ bec a use the ba nd had the sa m e m obility asthe 1 7 0 k Da ba nd detected by
im m u n oprecIPltation m ethod uslng a n a nti
- E G Frec eptor antibody･ P KC activity rapidlyinc r e a s ed m ore than 30 % in the
cytoplas m afterEGF- Or P M A
.tr e a t m ent･ Tr e at m e n twi h c alpho stin C･ a SpeCificinhibitor of P K C, r educ ed both
P M A-induc ed and E G F-indu ced ce11mlgration , indicatlng that the sign aling derived fro m E G Frec eptor reached P KC
through the rec eptor autoph sphorylation ･ Tim e c ou rs e analysis ofthe E G F
-induc edc ellmlgration indicated ex actlya tim e
lag of4 hours before star lng the mlgration whe nc ells w erepretre a ted with E G F l ho u
r earlier, Wher e a sE G F
-
Pr etre atme n t
2 4 ho urs e a rlierinduc ed the cellm lgratio nim m ediately■ Furtherm o re, CyClohe ximidebl∝ ked the E G F
-induc ed migrationin
a do es-dependent m a ner･ T hus itis sug gested thatde n ovo pro tein synthesis w asrequired for theinduc tio n ofthe
cLVβ5- m ediatedc ell migration. T his e飴 ct w as unlikelytobe due t o overe xpres sio n ofαVβ5 integrinitself, be c aus enei ther
P M An orE GF enhanc ed the ce11s ability to adhere t ovitrone c tin . T hesefindingsindic atethat the αⅤβ5-dependent c ell
mlgration requlr eS a niniti alautophosphorylation of the E G Fr e c eptorby E G Fstim ulatio
n
,
followed by a slgnaltransduction
thro ugh P K C, Which r eachesthe n u cleus and inducesde novopro tein synthesis afterthe trans cnptlOn and the tr an Slation ･ In
c o n tra s t, the n onspecific P K C inhibitor, S t a urO SPOrine, incre a s ed the E G トinduc ed c ellmlgr ation ra ther tha ninhib
itit,
s uggestlng the e xisten ce ofa P K C
-independentpathw ay･
